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RESUMO 
 
 As epilepsias são doenças neurológicas crônicas comuns onde o cérebro 
passa a funcionar de forma anormal levando às crises epilépticas espontâneas. 
Grande parte da compreensão sobre os aspectos neurobiológicos das epilepsias 
humanas advém de modelos animais, em especial os modelos de epileptogênese. 
Os modelos animais mais utilizados para estudo das epilepsias são os roedores, 
porém, nas últimas décadas, o zebrafish (Danio rerio) tem sido o modelo de escolha 
em muitos estudos devido suas inúmeras vantagens para experimentação científica, 
principalmente nas investigações genéticas. Recentemente foi demonstrado que o 
zebrafish é capaz de apresentar padrão comportamental característico, alterações 
moleculares e eletrográficas que mimetizam as crises epilépticas agudas, fazendo 
do zebrafish um modelo favorável para investigações na área das epilepsias. Apesar 
de suas vantagens,  ainda não há a descrição de que esse animal possa se tornar 
cronicamente epiléptico. Nesse sentido, justifica-se empregar o modelo do 
abrasamento (kindling) para essa investigação. O abrasamento é um processo no 
qual o cérebro de um modelo animal é estimulado eletrica ou quimicamente de modo 
frequente criando assim, condições que aumentam a susceptibilidade do cérebro a 
se tornar cronicamente epiléptico. O modelo de kindling já é bem explorado em 
roedores, e oferece uma grande oportunidade de investigação dos mecanismos que 
permeiam a epileptogênese. Este estudo exploratório teve como finalidade aplicar 
um protocolo de kindling químico no zebrafish por meio da administração de doses 
subconvulsivantes de pentilenotetrazol (PTZ) na concentração de 7,5 mM por 2 
minutos durante 60 dias com posterior análise comportamental e molecular, 
investigando os níveis de transcritos dos genes: c-fos, fosb, cox2, klrn e il1b por 
meio da PCR em tempo real em quatro tempos distintos. A análise comportamental 
mostrou que os animais não apresentaram alterações significativas do 
comportamento e que pudessem caracterizar uma crise epiléptica tônico-clônica com 
posterior perda de postura completa como já descrito na literatura para o modelo do 
zebrafish. Na análise molecular houve um aumento significante da expressão do 
gene c-fos no 5°  e 60º dias de experimento em comparação com o grupo controle 
indicando que há um aumento de recrutamento neuronal, mas que não repercute em 
epilepsia. O gene klrn mostrou-se menos expresso que o grupo controle no 15º dia. 
  
Outros genes investigados não apresentaram alterações significativas. Nossos 
resultados mostram que zebrafish não apresentou crises epilépticas espontâneas o 
que pode ser indicativo de resistência ao tratamento. A confirmação desses achados 
e a investigação dos mecanismos que conferem ao zebrafish uma maior resistência 
ao abrasamento, podem contribuir para a identificação de novos alvos para o 
tratamento das epilepsias em humanos. 
Palavras-chave: Zebrafish; Epilepsia; Excitação neurologica; Pentilenotetrazol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
Epilepsies are common neurological disorders in which brain activity became 
abnormal, leading to unprovoked seizures.  The majority of our understanding of 
neurobiological aspects of human epilepsies come from the animal models, 
especially from the epileptogenesis models. Zebrafish (Danio rerio) has been chosen 
for many studies because of its advantages for scientific investigation, mainly in 
genetic studies. The most common animal models for studying epilepsy are rodents. 
Recently, zebrafish has been shown to be able to present behavior pattern, 
molecular and electrographic modifications that mimic acute seizures, making 
zebrafish a promising model for epilepsy studies. Despite its advantages, there is no 
information on whether this animal can become chronically epileptic. In this way, it is 
reasonable to use the kindling method in order to create a chronic epilepsy zebrafish 
model. Kindling is a process in which the brain of an animal model is subsequently 
stimulated, electrically or chemically, increasing the brain's susceptibility to becoming 
chronically epileptic. The kindling model is well explored in rodents and offers a great 
opportunity to investigate the mechanisms underlying the epileptogenesis. This 
exploratory study aimed to apply a chemical kindling protocol in zebrafish through a 
daily administration of subconvulsivant doses of pentylenetetrazole (PTZ) at  7.5 mM 
for 2 minutes during 60 days followed by behavioral and molecular analyses, as well 
as by investigating the levels of transcripts of the genes: c-fos, fosb, cox2, klrn and 
il1b by real-time PCR at four different time-points. The behavioral analyses showed 
that the animals did not present significant seizure-behavior modifications. In 
molecular analysis, there was a significant increase in the c-fos expression at the 5th 
and 60th days of the treatment indicating that the increased neuronal recruitment,  
but that does not reproduced seizures. The klrn gene was shown to be down-
regulated on the 15th day. The other investigated genes did not present significant 
alterations. Our results showed that zebrafish did not present spontaneous seizures 
during the treatment, which might indicate some resistance to the PTZ-treatment. 
Further studies will be necessary to confirm the zebrafish’s kindling resistance and to 
investigate the mechanisms involved in that, which may contribute to the 
identification of new targets for treating epilepsy in humans. 
Keywords: Zebrafish; Epilepsy; Kindling, neurologic; Pentylenetetrazole 
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1. INTRODUÇÃO 
  
1.1 Características e conceitos gerais das epilepsias 
 
As epilepsias são doenças neurológicas crônicas e frequentes, que acomentem 
cerca de 1% da população mundial – aproximadamente 50 milhões de pessoas, 
segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2018). Porém estima-se que estes 
dados estejam desatualizados, e estudos mais recentes indicam que a estimativa 
mundial seja de 65 milhões de pessoas (Ngugi et al., 2010; Thurman et al., 2011). 
Cerca de 80% dos pacientes afetados vivem em países de média ou baixa renda, 
muitas vezes não obtendo acesso ao tratamento adequado. Além disso, é estimado 
que cerca de 30% das pessoas que sofrem com epilepsia não respondem ao 
tratamento clínico, sendo possíveis candidatos a abordagem cirúrgica (OMS, 2018). 
A definição e classificação de epilepsias e crises epilépticas é um trabalho em 
constante movimento, o qual teve início em 1964. Esta constante atualização é de 
extrema importância, pois acompanha as descobertas do meio cientifico em relação às 
epilepsias, definindo um padrão para o diagnóstico da doença e acarretando em um 
tratamento mais adequado (Falco-Walter et al., 2018).  
Em 2014, a Comissão de Classificação e Terminologia da International League 
against Epilepsy (ILAE) publicou um guia clínico-prático para a definição de epilepsia e, 
em 2017, uma nova classificação para os tipos epilepsia e de crises epilépticas. No 
modelo atualizado de 2014, as epilepsias foram definidas como um conjunto de 
doenças caracterizadas por predisposição de células neuronais em gerar crises 
epilépticas espontâneas e recorrentes e por suas consequências neurológicas, 
cognitivas e psicossociais (Falco-Walter et al., 2018; Fisher et al., 2014; Fisher et al., 
2005). Portanto, segundo a ILAE, a epilepsia é diagnosticada na presença das 
seguintes condições: (I) pelo menos duas crises epilépticas não provocadas (ou duas 
crises reflexas) em um período de intervalo maior que 24 horas; (II) uma crise não 
provocada (ou uma crise reflexa) e probabilidade de ao menos 60% de ocorrência de 
uma nova crise após duas crises não provocadas, nos próximos 10 anos; ou (III) 
síndrome epiléptica (Fisher et al., 2014). 
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As crises epilépticas são ocorrências que refletem uma disfunção temporária de 
um conjunto de neurônios, onde há desequilíbrio dos mecanismos excitatórios e 
inibitórios do cérebro, provocando descargas elétricas excessivas (Fisher et al., 2017). 
As crises epilépticas se apresentam de diferentes formas e são classificadas de acordo 
com o seu início, podendo ser focais, quando as descargas ocorrem em uma região 
específica do cérebro e em apenas um hemisfério; generalizadas, quando as 
descargas se originam em regiões diferentes do cérebro, podendo se alastrar para 
regiões distantes do foco de início e acometer os dois hemisférios, não 
necessariamente atingindo todo o córtex; ou desconhecidas, quando não se é possível 
detectar o início da crise (Fisher et al., 2017; Falco-Walter, 2018) (Figura 1). Importante 
frisar que a epilepsia não se resume apenas às crises epilépticas, visto que isoladas, 
elas não caracterizam a epilepsia, e, segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) 
cerca de 10% da população mundial podem apresentar uma crise epiléptica ao 
decorrer de sua vida, sem necessariamente desenvolver epilepsia (OMS, 2018). 
 
 
 
 
Figura 1 - Classificação das crises epiléticas 
Fonte: Liga Internacional de Epilepsia - ILAE, 2017. Tradução  e adaptação da autora. 
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Para entendermos como funciona o cérebro em estado epiléptico, primeiramente 
é preciso compreender os mecanismos de comunicação neuronal em um cérebro sadio. 
No sistema nervoso central (SNC) existem dois tipos de sinapses - as sinapses 
elétricas, nas quais há comunicação direta entre os neurônios, com passagem de 
correntes iônicas através das junções comunicantes (ou junções gap). Já as sinapses 
químicas são mediadas por neurotransmissores que estão presentes nas vesículas pré-
sinápticas e, que perante um estímulo, são liberados nas fendas sinápticas e se ligam a 
receptores específicos na membrana pós-sináptica. Se o neurotransmissor for do tipo 
excitatório irá desencadear despolarização da membrana; no entanto,  se for do tipo 
inibitório, desencadeará hiperpolarização (Gazzaniga, 1998). O ácido gama-
aminobutírico (GABA) possui atividade inibitória enquanto o glutamato possui atividade 
excitatória. O equilíbrio entre esses dois neurotransmissores é essencial para manter o 
funcionamento normal da comunicação neuronal (Petroff, 2002). Dentre os diferentes 
neurotransmissores existentes no SNC, o GABA e o glutamato são os mais comumente 
relacionados às epilepsias, sendo as crises epilépticas decorrentes, ao menos em 
parte, de desequilíbrio na regulação das sinapses GABAérgicas e glutamatérgicas, 
gerando descargas elétricas em excesso (Alvestad et al., 2011; Rowley et al., 2012).  
Como descrito anteriormente, de acordo com a classificação das crises 
epilépticas, as epilepsias são classificadas como: focais, generalizadas, focais e 
generalizadas combinadas e desconhecidas. A epilepsia é considerada desconhecida 
quando não há informações suficientes para o diagnóstico, o que pode ocorrer por 
vários motivos, por exemplo, indisponibilidade de acesso aos exames de 
eletroencefalograma (EEG), ou um EEG sem alterações epileptiformes (Scheffer et al., 
2017). Atividades epileptiformes são alterações elétricas detectáveis através do exame 
de EEG, que se apresentam diferentes do padrão normal de atividade elétrica cerebral 
(Westmoreland, 1996). 
De acordo com as normativas da ILAE, 2017, as epilepsias possuem seis grupos 
etiológicos não hierárquicos, sendo que o mesmo indivíduo pode estar classificado em 
mais de uma categoria. É de extrema importância que seja identificado qual a etiologia 
das epilepsias, pois esta irá ditar qual o melhor tratamento a ser aplicado (Scheffer et 
al., 2017). São elas: 
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- Estrutural: causada por lesão anatomicamente detectável em alguma região do 
cérebro, por exemplo: traumatismos, tumores, acidente vascular cerebral (AVC) ou 
infecções do SNC; ou até mesmo genéticas, em consequência de malformações 
cerebrais;  
- Genética: quando a epilepsia resulta de mutações genéticas conhecidas, ou que se 
presuma que estão relacionadas à epilepsia; 
- Infecção: é a causa mais comum de epilepsia no mundo. Quando a epilepsia se 
desenvolve como consequência de uma doença infecciosa ocorrida previamente, por 
exemplo: meningite. Não é considerado epilepsia quando o indivíduo apresenta crises 
epilépticas na fase aguda da doença infecciosa.  
- Metabólica: ocorre em consequência de uma doença metabólica conhecida, tais como 
porfirias, uremias, aminoacidopatias, etc.; 
- Imune: ocorre em consequência de uma doença imune; 
- Desconhecida: quando não há nenhuma causa provável ou lesão detectável através 
dos métodos diagnósticos atualmente disponíveis. 
 O processo que torna o cérebro cronicamente epiléptico ainda não é totalmente 
compreendido, mas está intimamente relacionado com a manifestação da doença. É 
chamado de epileptogênese, e atualmente é uma das áreas de maior interesse de 
estudo das epilepsias (Pitkanen et al., 2015; Löscher & Brandt, 2010).  
 
 
1.2 Epileptogênese  
 
A epileptogênese é um processo no qual um cérebro assintomático torna-se 
capaz de gerar crises epilépticas espontâneas e recorrentes. Pode ocorrer devido a um 
insulto precipitante inicial (IPI), tais como trauma cranioencefálico, AVC (acidente 
vascular cerebral) infecções, tumores, doenças neurodegenerativas e também quando 
há uma predisposição genética (Pitkanen et al., 2015).   
No passado, o conceito de epileptogênese era de que, tratava-se de um evento 
que ocorreria após o IPI, podendo durar meses ou anos até a manifestação da primeira 
crise epiléptica espontânea, sendo considerado o período de latência entre estes dois 
eventos (Pitkanen & Lakasiuk, 2011). Hoje sabe-se que se trata de uma série de 
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alterações que continua a ocorrer mesmo após a primeira crise epiléptica se manifestar. 
Este novo conceito é baseado em evidências de que, com o passar do tempo, as crises 
aumentam em relação a frequência e severidade, indicando uma constante modificação 
no cérebro (Pitkanen et al., 2015) (Figura 2). 
 
 
 
 
 
 
 O processo de epileptogênese ainda não é totalmente conhecido, mas sabe-se 
que há uma cascata de reações que se apresentam como uma tentativa do cérebro em 
se recuperar de uma lesão e formar novas redes de comunicação. Uma evidência disto, 
é que nem todos os indivíduos que sofrem um IPI, de fato desenvolvem epilepsia 
(Loscher, 2010). O conhecimento que se tem sobre a epileptogênese advém de 
estudos experimentais com modelos animais, das alterações histopatológicas 
encontradas em espécimes cirúrgicos de pacientes com epilepsia, bem como pelas 
alterações morfológicas em exames de imagem, como a ressonância magnética (Sierra 
Fonte: Pitikanen, 2015. (A) Referindo-se apenas como o período de latência entre a lesão 
inicial e aparecimento da primeira crise epiléptica espontânea. (B) Conceito atual de 
epileptogênese: através de evidencias de aumento gradativo do número de crises 
epilépticas e sua severidade, atualmente admite-se que a epileptogênese seja um processo 
coninuo. Tradução  e adaptação da autora. 
 
 
Figura 2 - Comparação entre a definição de epileptogênese no passado e atualmente. 
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et al., 2015; Huberfeld et al., 2015). Dentre as alterações mais comumente encontradas, 
destaca-se os achados no hipocampo, área do cérebro mais acometida principalmente 
na Epilepsia do Lobo Temporal Mesial (ELTM), tipo mais comum de epilepsia em 
adultos e frequentemente refratária ao tratamento medicamentoso, e na qual pode 
haver presença de esclerose hipocampal (Pitkanen & Sutula, 2002; Huberfeld et al., 
2015). Estas alterações são: plasticidade sináptica e axonal, neurodegeneração, 
neurogenese, gliose, brotamento das fibras musgosas (sprouting) inflamação, quebra 
da barreira hematoencefálica e angiogênese (Pitkanen & Sutula, 2002). Porém, estes 
achados em humanos referem-se a eventos já ocorridos,  o que dificulta o 
monitoramento do processo epileptogênico no cérebro humano, antes que a primeira 
crise epiléptica espontânea se manifeste. Neste ponto, os modelos animais são de 
grande valia, pois permitem acompanhar a epileptogênese experimentalmente. 
 
 
 1.3 Modelos experimentais de epileptogênese 
 
Existem diversas formas para estudar a epileptogênese em modelos animais. 
Modelos crônicos tais como Status Epilepticus e Kindling foram criados com intuito de 
reproduzir as mesmas características observadas na ELT. Mesmo com abordagens 
diferentes, estes modelos têm como objetivo monitorar o processo epileptogênico e 
reproduzir a fenomenologia (insulto precipitante inicial – período de 
latência/epileptogênese – crise epiléptica), observando alterações moleculares e 
celulares, afim de compará-las com as alterações observadas em humanos (Löscher, 
2017; Kandratavicius et al., 2014). Além disso, estes modelos permitem uma ampla 
investigação genética,  como por exemplo a investigação de  potenciais biomarcadores 
de epilepsias, e / ou  auxiliando no desenvolvimento de drogas anti-epilépticas (DAE) 
(Engel et al., 2013). 
Atualmente fala-se em uma estratégia de anti-epileptogênese, com objetivo de 
modificar ou prevenir a epileptogênese, impedindo assim a progressão da epilepsia. 
Apesar de ainda pouco explorada, tem despertado interesse no meio científico, devido 
o possível potencial no tratamento das epilepsias (Löscher & Brandt, 2010; Terrone et 
al., 2016). 
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 1.3.1 Status Epilepticus 
 
O modelo de Status Epilepticus (SE) é uma abordagem que mimetiza essa 
condição observada em algumas epilepsias, como a Epilepsia do Lobo Temporal - ELT. 
Em humanos, o SE é caracterizado como uma crise epiléptica intensa e de longa 
duração (a ILAE classifica como SE crises epilépticas com duração superior a cinco 
minutos) e que, somente é interrompida após assistência médica. É resultante da falha 
de mecanismos responsáveis pelo início ou fim das crises, podendo levar a sérias 
consequências como lesões/alterações de redes neuronais e morte neuronal, 
dependendo do tipo e duração da crise (Trinka et al., 2015). 
 No modelo experimental de SE observa-se que após a indução de uma única 
crise epiléptica de duração prolongada, há um período de latência que pode variar de 
dias a semanas, até o animal começar a apresentar crises epilépticas espontâneas. As 
alterações neuropatológicas observadas nesses modelos animais de SE remetem as 
mesmas observadas em humanos na ELTM (Gorter et al., 2015).  
Em roedores, as induções das crises podem ser realizadas por meio de 
eletroestimulação ou por administração de agentes químicos, sendo os mais utilizados 
o ácido cainico e a pilocarpina (Löscher, 2017). O ácido cainico é um análogo do L-
glutamato que se liga aos receptores ionotrópicos de cainato, um tipo de receptor 
glumamatérgico. A administração pode ser feita através de injeções sistêmicas, ou 
diretamente em estruturas mesiais do lobo lateral, como hipocampo e amigdala. Após a 
exposição a este agente químico, pode ser observada uma hiperexcitação prolongada, 
despolarização e eventualmente morte celular (Lévesque & Avoli, 2013). Já a 
pilocarpina é agonista de receptores colinérgicos muscarínicos. A ligação da pilocarpina 
nestes receptores causa um desequilíbrio funcional entre as sinapses inibitórias e 
excitatórias, resultando em um acúmulo de glutamato, que culmina em um SE límbico 
(Curia et al., 2008).  
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 1.3.2 Kindling 
 
Kindling é um modelo experimental no qual o cérebro é modelado para estudo 
crônico de epilepsias. Descrito originalmente em 1969 por Goddard e colaboradores, o 
kindling é um fenômeno no qual a aplicação de estímulos subconvulsivantes 
consecutivas vezes em modelos animais, faz com que o cérebro desenvolva atividade 
epiléptica (Goddard et al., 1969). Há duas abordagens de modelo de kindling - químico 
e elétrico. O modelo clássico proposto por Goddard consiste na aplicação de estímulos 
elétricos em regiões do cérebro como córtex do giro do cíngulo e sistema límbico-
olfatório. No entanto, estudos posteriores focaram mais em regiões como amígdala e 
hipocampo, pois desta maneira é possível mimetizar as crises que são observadas na 
ELTM, a qual se manifesta nestas mesmas regiões encefálicas afetadas, e devido ao 
fato a ELTM ser o tipo mais comum em adultos e cursar com a refratariedade 
medicamentosa em 30% dos pacientes (Gorter et al., 2015). Ainda, o método de 
estimulação elétrica de kindling fornece a oportunidade de selecionar quais regiões 
encefálicas serão estimuladas, entretanto é um método mais demorado e invasivo 
(Swartz, 2014).  
O método químico consiste em repetidas aplicações de agentes convulsivantes, 
como por exemplo, o pentilenotetrazol (PTZ), picrotoxina, bicuculina e ácido caínico, em 
dosagens mínimas ou subconvulsivantes, além de ser um método mais rápido e que 
exclui a necessidade de procedimentos cirúrgicos ou invasivos, como a implantação de 
eletrodos (Dhir, 2012).  
 
 
 1.3.3 Espécies animais para estudo da epileptogênese 
 
A utilização de modelos animais oferece a possibilidade de uma maior 
compreensão dos mecanismos fisiopatológicos das doenças que não podem ser 
acompanhados em humanos. Tradicionalmente, os roedores são os animais mais 
utilizados para o estudo das epilepsias, porém várias espécies também são utilizadas, 
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como: coelhos, macacos, gatos, cães, peixes, e até mesmo moscas e minhocas (Shin 
et al., 2009; Tsuchiya & Kogure, 2011; Xiong et al., 2011; Baraban, 2007).   
No que se refere às epilepsias, a importância de um modelo animal é 
determinada pelo grau em que ele é capaz de reproduzir as alterações observadas 
durante as condições de crises epilépticas nos seres humanos: alteração no EEG, 
alterações comportamentais, histológicas e moleculares, sendo uma ferramenta 
importante na investigação dos mecanismos celulares e moleculares das epilepsias 
(Baraban, 2007). Além disso, o screening de drogas antiepilépticas (DAE) está 
intimamente ligado à pesquisa translacional em modelos animais (Loscher, 2017). 
 
 
 1.4 O zebrafish 
 
O Danio rerio, popularmente conhecido como zebrafish, peixe-paulistinha ou 
peixe-zebra, é um pequeno peixe vertebrado teleósteo de água doce, pertencente à 
família Cyprinidae. Originário da India, Bangladesh e Nepal, seu habitat natural é 
caracterizado pelo clima de monções, por regiões alagadiças, de baixa correnteza, e 
presença de vegetações aquáticas. Estas condições fazem com que haja uma 
oscilação muito grande na qualidade da água, o que concede a esta espécie mais 
resistência e tolerância a variações em seu ambiente. É um peixe sociável, portanto 
vive em cardumes de sexos misturados e mede por volta de 3-4 centímetros, podendo 
chegar a medir cinco centímetros. Sua morfologia é esguia e alongada com listras 
longitudinais que percorrem seu corpo e as nadadeiras (figura 3) (Spence et al., 2008). 
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Dentre os motivos que levam o zebrafish a ser utilizado como modelo animal em 
experimentação científica, destacam-se o fato de ser um peixe extremamente 
resistente, que se adapta facilmente a condições adversas em seu ambiente, como 
alterações de pH, qualidade e temperatura da água, o que faz dele um animal fácil de 
ser mantido em cativeiro. Seu custo de manutenção é relativamente baixo, quando 
comparado ao custo de roedores e, devido a sua escala evolutiva muito mais próximo 
de seres humanos que outros animais invertebrados utilizados para experimentação 
animal (e.g moscas e nematoides), e por este motivo, apresenta órgãos e estruturas 
similares morfologicamente e funcionalmente com humanos (Lieschke & Currie, 2007). 
Seu desenvolvimento é rápido: o zebrafish chega à fase adulta por volta de três meses 
de idade e possui alta taxa reprodutiva – um casal de zebrafish pode fornecer 200 ovos 
Figura 3 - Morfologia do zebrafish. 
 
Fonte: arquivo LabZeb. Larva com sete dias pós fertilização (A); jovem com um mês de vida 
(B); adulto com seis meses de vida (C).  
 
C 
A B 
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por semana; somados, estes fatores permitem que várias gerações sejam obtidas em 
um curto espaço de tempo. O peixe possui desenvolvimento extra-uterino e seus ovos 
são grandes e totalmente transparentes, permitindo a visualização e monitoramento do 
desenvolvimento embrionário através do córion, além de manipulações nos primeiros 
estágios de vida (Fischman, 2001). Além disso, o zebrafish possui cerca de 70% de 
ortologia com o genoma humano, com grandes regiões de sintenia conservadas (Howe 
et al., 2013).  
 
 1.4.1 Tipos celulares do SNC do zebrafish: um paralelo com o cérebro 
humano.  
 
 Recentemente, Raj e colaboradores 2018, realizaram o primeiro catálogo de 
células progenitoras e maduras no cérebro do zebrafish em um estudo no qual foi 
utilizado uma técnica chamada scGESTALT (Genome editing of synthetic target arrays 
for lineage tracing + Single-cell RNA sequencing). Por meio desta técnica,  
sequenciaram o transcriptoma de aproximadamente 66.000 células do cérebro de 
zebrafish jovem e identificaram 63 populações celulares com expressão gênica 
distintas. Dentre estas foram encontradas inicialmente 45 subtipos de neurônios, nove 
classes de progenitores neurais, três classes de oligodendrocitos, células da microglia, 
células ependimárias, células sanguíneas e células do endotélio vascular (Raj et al., 
2018).  
 Progenitores neurais: cerca de 13% dos clusters encontrados (8 grupos) são  
progenitores neurais, o que confere um crescimento contínuo e favorece a neurogênese 
no cérebro do zebrafish, mesmo na fase adulta. Entre os progenitores, destaca-se as 
células da glia radial, que são células-tronco neurais do cérebro e expressam gfap, 
fabp7a e s100b. (Raj et al., 2018). 
 Endotélio vascular - Perivascular FGP: do termo em inglês “Fluorescent Granular 
Perithelial Cells”, as FGP’s foram recentemente descobertas no zebrafish, e compõem 
as células do endotélio vascular. São importantes na manutenção da barreira hemato-
encefálica. (Venero Galanternik et al., 2017) 
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 Células granulares e células de Purkinje: são as células que compõem o córtex 
cerebelar, que tem como função equilíbrio, gerenciamento de reflexos, coordenação 
motora e sensorial. As células de Purkinje são eferentes ao cerebelo, apresentam 
axônios mielinizados e fazem sinapses GABAérgicas (inibitórias). As células granulares 
fazem sinapses glutamatérgicas (excitatórias). O cerebelo de humanos e teleósteos 
compartilham das mesmas estruturas básicas. No cérebro do zebrafish, as células de 
Purkinje começam a se se diferenciar em 67 horas pós-fertilização (hpf), dividindo-se 
em dois clusters em cada hemisfério do cerebelo: dorsomedial e um ventrolateral, 
formando uma camada continua em 4 dias pós-fertilização (dpf). Nesta fase, as larvas 
de zebrafish já demonstram capacidade de manter o equilibrio na água e realizar 
manobras como fuga de predadores e procura de alimento (Knogler et al., 2017; 
Hamling et al., 2015). 
 Oligodendrócitos: são células da glia responsáveis pela produção da bainha de 
mielina no SNC. Os oligodendrocitos envolvem axônios com bainha de mielina e criam 
pontos desmielinizados chamados nódulos de Ranvier. Esta dinâmica proporciona 
velocidade às sinapses, conduzindo o impulso nervoso de um nódulo para outro. Há 
evidencias de que a mielina também forneça nutrientes e suporte aos axônios. 
Mecanismos moleculares, como cascatas sinalizadoras informam os oligodendrocitos a 
coordenação precisa de mielinização, processo de extrema importancia para o sistema 
nervoso, visto que a desmielinização está ligada a inumeras doenças, como a esclerose 
múltipla, por exemplo. O zebrafish apresenta semelhança com  os oligodendrocitos de 
mamíferos, com sua composição, estrutura e mecanismos moleculares que orquestram 
a produção de mielina conservados (Lyons & Talbot, 2014; Preston & Macklin, 2015). 
 Microglia: as células da microglia compreendem em 5 a 20% das células da glia, 
e cerca de 10% das células do cérebro humano. São células fagocitárias, que 
representam a principal defesa do SNC, agindo tanto na resposta imunológica contra 
patógenos invasores, como na fagocitose de catabólitos resultantes de danos celulares 
no SNC. São macrófagos altamente especializados e seus precursores são 
progenitores de monócitos da medula óssea que migram ao SNC durante o 
desenvolvimento, fagocitando células apoptóticas durante este evento. (Lyons & Talbot, 
2014; Sousa et al., 2017).  
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 Células ependimárias: são células da glia que compoem o epitélio multiciliado da 
superfície ventricular do SNC. Tem como função a produção de líquido 
cefalorraquidiano e neurogênese. Em mamíferos, as paredes ventriculares do cérebro 
em desenvolvimento mantêm um nicho neurogênico, no qual estão presentes as células 
gliais radiais,  que atuam como células-tronco neurais (NSCs) e geram novos neurônios 
no embrião. No período pós-natal, estas NSCs se diferenciam em células ependimárias 
multiciliadas e astrócitos. No cérebro do zebrafish, as células gliais radiais podem ser 
encontradas mesmo na fase adulta, cobrindo a zona ventricular telencefalica, 
conferindo um alto potencial neurogênico mesmo na fase adulta. (Kyrousi et al., 2017; 
Del Bigio, 2010).  Há evidências de que as células gliais radiais se transformam em 
células ependimárias no cérebro do zebrafish tardiamente, no estágio de vida senil 
(Ogino et al., 2016) (Figura 4). 
 Glia radial/ astrócitos: Um ponto interessante no trabalho de Raj e colegas é que 
não foram relatados astrócitos no zebrafish. Astrócitos são as maiores e mais 
abundantes células da glia no cérebro humano (Vasile et al., 2017). Suas células 
progenitoras são as celulas gliais radiais, presentes no SNC durante o 
desenvolvimento. Possui diversas funções como: manutenção dos níveis iônicos do 
meio extracelular; dinâmica de captação e liberação de glutamato, impedindo seu 
acúmulo no meio extracelular e prevenindo a excitotoxicidade; formação da barreira 
hematoencefálica; suporte trófico aos neurônios; direcionamento de axônios e formação 
e funcionamento das sinapses, inferindo na aprendizagem e memória. (Gomes et al., 
2013). Uma de suas funções mais importantes e estudadas é sua atuação na resposta 
à lesões, chamada astrogliose. A reação de astrogliose em resposta a um dano forma 
as conhecidas cicatrizes gliais, que impedem a formação de novas redes neuronais e 
processos regenerativos no tecido nervoso. O cerebro do zebrafish possui células gliais 
radiais não somente na fase de desenvolvimento, mas também durante sua vida adulta, 
o que favorece a neurogénese continua nesse peixe (Than-Trong & Bally-Cuif, 2015; 
Lyons & Talbot, 2014). Devido a um perfil transcricional muito semelhante, a glia radial 
parece exercer o papel dos astrócitos no zebrafish, como por exemplo, expessar  a 
proteína GFAP (Raj et al., 2018). 
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 1.4.2  Zebrafish como modelo de crises epilépticas 
 
O zebrafish foi introduzido como modelo animal para estudos das epilepsias em 
2005, num estudo pioneiro realizado por Baraban e colegas, no qual foram descritos e 
caracterizados os padrões comportamentais, eletroencefalográficos e moleculares em 
zebrafish exposto ao Pentilenotetrazol (PTZ), um agente convulsivante que age como 
um antagonista do receptor GABAA já muito utilizado em modelos roedores (Baraban et 
al., 2005).   
Os resultados de Baraban e colegas mostraram que o zebrafish com 7 dias pós-
fertilização (dpf), perante estímulo convulsivante por PTZ, apresenta comportamentos 
bem definidos que simulam a condição de crise epiléptica em mamíferos, o que é 
reforçado pelas análises eletroencefalográficas e pela análise molecular – indicando o 
Figura 4 - Mudanças na composição celular do nicho neurogênico relacionadas ao envelhecimento no 
cérebro adulto do zebrafish. 
Fonte: Ogino et al., 2016. No cérebro jovem adulto (3-10 meses), células gliais radiais monociliadas 
(azul) cobrem a parede ventral da zona ventricular telencefalica (VZ), mantendo um alto potencial 
neurogênico. Estas células gliais radiais geram células progenitoras neurais (verde) e novos neurônios 
migratórios (vermelho). Na parte dorsal da VZ no zebrafish senil (12-24 meses), células gliais radiais 
se transformam em células ependimárias multiciliadas (cinza). A composição celular da parte ventral 
da zona ventricular telencefalica do zebrafish senil assemelha-se com a zona ventricular 
subventricular (V-SVZ) do cérebro adulto de camundongo. Tradução  e adaptação da autora. 
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aumento da expressão do gene c-fos, um marcador de atividade neuronal que tem sua 
expressão aumentada perante situações de estresse (como crises epilépticas). O 
comportamento do animal com 7dpf e com crises epilépticas após exposição ao PTZ foi 
descrito e separado em três fases distintas (Baraban et al., 2005).  Estes dados 
serviram de base para o estudo em animais adultos realizado por Mussulini e colegas 
em 2013, no qual foram realizadas induções de crise epiléptica em diferentes 
concentrações de PTZ no zebrafish, conseguindo assim, se obter um padrão mais 
definido de cada etapa das crises epilépticas que foram divididas em seis fases – 1: 
aumento da atividade do nado e aumento do movimento opercular; 2: Nado rápido, 
movimentos para a direita e para a esquerda e movimentos erráticos; 3: movimentos 
circulares; 4: movimentos que mimetizam crises clônicas (contração muscular); 5: - 
movimentos que mimetizam crises tônico-clônicas com posterior perda de postura; 6 – 
morte (Mussulini et al., 2013). O estudo de Mussulini et al. foi essencial para a 
identificação mais minuciosa das fases das crises epilépticas induzidas por PTZ no 
zebrafish adulto. 
O zebrafish também se apresenta como um excelente modelo genético. Em 2010 
foi realizado o primeiro estudo utilizando o zebrafish como modelo genético de 
epilepsia, através da técnica de silenciamento (knockdown) do gene lgi1a. Mutações no 
gene LGI1A em humanos causam predisposição a um subtipo de epilepsia autossômica 
dominante. O knockdown do gene lgi1a, por meio de microinjeção de morfolinos, fez 
com que o zebrafish apresentasse um fenótipo diferenciado, como desenvolvimento 
anormal e malformações encefálicas, levando a uma predisposição a crises epilépticas, 
assemelhando-se ao fenótipo encontrado em modelos roedores knockdown para o 
gene Lgi1a. (Teng et al., 2010).  
Outro uso interessante do zebrafish é como modelo knockout do gene aldh7a1 
através da técnica de CRISPR-Cas9 para estudo da Epilepsia piridoxina-dependente, 
uma doença metabólica autossômica recessiva, causada por variantes patogênicos do 
gene ALDH7A1 (van Karnebeek et al., 2016). Geralmente esse tipo de epilepsia 
manifesta-se no período neonatal e é refratária e deve ser  controlada por meio da 
administração de piridoxina por toda a vida. Os animais knockout para o gene aldh7a1 
apresentaram um comportamento típico de crises epilépticas, e não responderam a 
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administração de drogas antiepilépticas, como o fenobarbital e diazepam, ao passo que 
os animais wild type responderam. Porém, apresentaram resposta após a 
administração de piridoxina. Este estudo caracterizou o zebrafish como primeiro modelo 
animal para estudo da epilepsia piridoxina-dependente (Zabinyakov et al., 2017) 
Outros estudos demonstram que o zebrafish é um modelo de grande potencial 
no estudo das epilepsias, como por exemplo, indução de crise epiléptica por hipertermia 
(Hunt et al., 2013), screening de DAE’s (Berghmans, 2007), mutagênese em larga 
escala para identificação de fenótipos resistentes a crises epilépticas (Pichler et al., 
2003), entre muitos outros. 
Apesar da ampla utilização do zebrafish como modelo para estudo das epilepsias 
e de crises epilépticas, nunca foi relatado a sua utilização como modelo crônico. Devido 
ao seu potencial para compreensão dos mecanismos celulares e moleculares 
relacionados às epilepsias, bem como para testes de novas drogas terapêuticos, este 
estudo, do tipo exploratório, visa verificar se o zebrafish tem a capacidade de se tornar 
cronicamente epiléptico após tratamento com doses subconvulsivantes de PTZ.  
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2. OBJETIVOS 
 
 
2.1 Objetivo principal 
 
Investigar se o zebrafish pode se tornar cronicamente epiléptico por meio da 
técnica de kindling químico. 
   
2.2 Objetivos específicos 
 
1. Induzir o zebrafish adulto aos estímulos subconvulsivantes de PTZ na 
concentração de 7,5mM por 2 minutos durante um período de 60 dias; 
2. Investigar o padrão comportamental e da expressão de genes possivelmente 
associados com epileptogênese em zebrafish expostos a estímulos 
subconvulsivantes através da administração de PTZ.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Comitê de Ética 
 
Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 
UNICAMP, protocolo 4037-1 (anexo). 
 
3.2 Aquisição, manutenção e cuidados dos animais. 
 
Os zebrafish wild type foram disponibilizados pelo Laboratório/Biotério Zebrafish, 
localizado no Departamento de Genética Médica da Faculdade de Ciências Médicas – 
UNICAMP. 
  Os peixes adultos foram mantidos em uma sala climatizada a 23ºC, com controle 
de fotoperíodo, sendo 14 horas de ciclo claro e 10 horas de ciclo escuro. Os animais 
ficaram em aquários de 30 e 20 litros com densidade de 2-3 peixes/litro em água com 
pH 7,0 e temperatura mantida 25ºC ± 1oC (Westerfield, 2000). A limpeza dos aquários e 
controle dos parâmetros indicadores de qualidade da água, tais como: pH, amônia, 
nitrito e nitrato foram realizados semanalmente. A alimentação obedeceu ao seguinte 
padrão: ração flocada TetraMin® 3 vezes ao dia, com suplementação proteica fornecida 
pelo oferecimento de artêmia.  
 
 
 3.3 Definição da curva dose-resposta e indução de crise epiléptica através da 
administração de Pentilenotetrazol (PTZ) 
 
Foram utilizados 20 animais para grupo controle (GC), e 20 foram utilizados para 
grupo teste (PTZ 7,5 mM). No total, utilizamos 47 devido a possibilidade de morte dos 
animais durante o experimento. 
 A escolha da concentração foi realizada após teste curva dose-resposta de PTZ 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em nosso laboratório. Como se trata de um estudo 
que nunca antes havia sido realizado, utilizamos como referência protocolos de indução 
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de crise epiléptica aguda no zebrafish (Baraban, 2005; Mussulini 2013) e a partir daí, 
realizamos os testes, nas seguintes concentrações: 10mM, 7,5mM, 5mM, 3mM, 2,5mM 
e 1,5 mM (dados não publicados). Importante ressaltar que a exposição ao PTZ é 
tempo-dependente, ou seja, mesmo em baixas concentrações, se o animal permanecer 
exposto ao agente por muito tempo irá apresentar crise epiléptica em algum momento. 
O tempo médio em que um animal adulto leva para atingir uma crise epiléptica completa 
por meio da indução pelo PTZ na dosagem de 15mM é de 2 a 3 minutos. Consideramos 
crise epiléptica completa quando o animal perdia a postura. Sendo assim, escolhemos 
a dosagem de 7,5mM com um tempo de exposição de 2 minutos, ou seja, metade da 
dose utilizada para indução de crises agudas, em uma média de tempo em que os 
animais levam para apresentar crise epiléptica completa. A intenção da escolha 
dose/tempo é não deixar que o estimulo seja feito de forma aguda.  
As induções foram realizadas de segunda a sexta, durante um período de 60 
dias, sempre com início no horário das 9hrs da manhã. Ao decorrer do período de 60 
dias, parte dos animais foi separada para estudos visando a observação da evolução 
do estímulo de kindling, sendo estes realizados no 05º dia, 15º dia, 30º dia e no 60º dia, 
totalizando quatro períodos de análise. Para cada período foi utilizado um n=10: cinco 
animais do grupo controle e cinco do grupo teste. Com uma rede, os animais do grupo 
teste (PTZ  7,5mM) foram transferidos individualmente dos aquários para um becker de 
200ml contendo solução de PTZ 7,5mM diluído diretamente em água de aquário por um 
período de dois minutos. Os animais do grupo controle (GC) foram expostos ao mesmo 
estímulo, porém em Becker com água de aquário livre de PTZ. 
 Após o período de exposição, os animais foram transferidos para um Becker de 
200ml com água limpa para lavagem (figura 5). 
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Figura 5 - Ilustração representativa do protocolo experimental. 
Manipulação dos animais no grupo controle (GC) e teste (PTZ 7,5mM) (A); setas em azul 
escuro representam os períodos escolhidos para sacrifício dos animais e posterior análise 
molecular, no decorrer dos 60 dias de experimento (B). Observar diminuição da população 
(início n =40, fim n =0) 
A 
B 
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3.4 Análise comportamental e extração dos cérebros  
 
A análise comportamental foi realizada durante a indução de crise epiléptica por 
meio de visualização direta das fases de crise epiléptica conforme descrita por 
Mussolini et al, 2013.  
 
 
Tabela 1: Fases do padrão comportamental durante crise epiléptica em zebrafish adulto: 
Fase Comportamento 
  
1 Aumento da atividade do nado e aumento do movimento opercular 
2 Nado rápido, movimentos para a direita e para a esquerda e movimentos 
erráticos  
3 Movimentos circulares 
4 Movimentos estereotipados que mimetizam crises clônicas (contração muscular) 
5 Movimentos estereotipados que mimetizam crises tônico-clônicas com posterior 
perda de postura. 
6 Morte 
  
Fonte: Mussulini et al., 2013 
 
 
Nos tempos determinados (dias 05, 15, 30 e 60) os animais foram anestesiados 
em solução de gelo com água na proporção de quatro para um até que se observasse a 
paralização de seus movimentos, sendo em seguida decapitados para a coleta dos 
cérebros, que foram imediatamente congelados em nitrogênio liquido e armazenados 
em um freezer a -80ºC até sua utilização. 
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 3.5 Análise molecular  
 
A análise molecular foi realizada por meio da quantificação dos transcritos dos 
genes: c-fos (ZDB-GENE-031222-4), gene de expressão imediata (IEG) usado como 
marcador de atividade neuronal (Morgan, 1987); fos-b (ZDB-GENE-041114-181) 
relacionado a plasticidade neuronal em resposta a estímulos de longa duração (Hope, 
1994); kalirin (ZDB-GENE-100921-4) relacionado a plasticidade sináptica (Ma, 2003); 
cox-2b (ZDB-GENE-041014-323) e il1β (ZDB-GENE-040702-2), genes relacionados a 
neuroinflamação (Kauffman, 2008; Rojas, 2014). Os dados dos genes descritos podem 
ser acessados na plataforma Ensembl (http://www.ensembl.org/Danio_rerio). Foram 
utilizadas técnicas de extração de RNA, RT-PCR (transcriptase reversa) e PCR 
quantitativa em equipamento de PCR em tempo Real, como descrito a seguir: 
 
 3.5.1 Extração de RNA Total  
 
Foi realizada extração do RNA total do cérebro dos animais pelo método TRIzol® 
(Invitrogen,Carlsbad, CA, EUA), seguindo passo a passo o protocolo descrito 
resumidamente: O tecido foi macerado e homogeneizado em trizol na proporção de 1ml 
para cada 100mg de tecido em um microtubo de 1,5ml e incubado à temperatura 
ambiente por 5 minutos; em seguida, após a adição do clorofórmio, foi incubado a 
temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugado a 4º C a 12.000 RCF por 10 
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e então foi adicionado 
álcool isopropílico, incubado a temperatura ambiente e centrifugado a 12.000 RCF em 
temperatura 4o C por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e 
adicionado etanol 75% e o material centrifugado a 7.600 RCF em temperatura 4o C por 
10 minutos. Por fim, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em água 
milliQ. Após a extração, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria em 
equipamento Epoch (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA). 
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 3.5.2 Eletroforese em gel de agarose para análise da qualidade do RNA 
 
Após a extração do RNA total, a fim de se verificar a qualidade e integridade do 
material obtido foi realizada eletroforese das amostras em gel de agarose 2% corado 
com SyberSafe. 
 
 3.5.3 RT- PCR (Transcriptase Reversa) 
 
A síntese do cDNA a partir do RNA total foi realizada utilizando-se o kit High 
Capacity Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA). O protocolo da reação está descrito 
resumidamente a seguir: 2 μl de Buffer (10x); 0,8 μl de dNTP mix (25x, 100 mM); 1 μl 
da Multiscribe transcriptase reversa; 1 μg de RNA em volume final de 20 μl completado 
com água milliQ. As condições de termociclagem foram 25ºC por 10 minutos, 37ºC por 
120 minutos e 85º C por 5 segundos.  
 
 3.5.4 PCR em Tempo Real  
 
As reações de PCR quantitativa em tempo real foram realizadas pelo sistema 
TaqManTM (Applied Biosystems, Forster City, CA, EUA), que é constituído por um par 
de primers e uma sonda marcada com um fluoróforo. Os primers (assays) foram 
desenhados com uma sonda marcada com o fluoróforo FAM para o gene de referência 
ef1α e, para os genes alvo c-fos, cox2, fos-b, klrn e il1β.  
Para a quantificação relativa dos genes de interesse, as reações de PCR 
quantitativa em tempo real foram realizadas em triplicata a partir de: 6,25 μL de TaqMan 
Universal PCR Master Mix 2x, 0,625 μL da solução de primers e sonda, 1,625 μL de 
água e 4,0 μL de cDNA (7,5ng/μL), sendo que no controle negativo, adiciona-se 4,0 μL 
de água ao invés do cDNA. As condições de ciclagem utilizadas foram: 50ºC por 2 
minutos, 95ºC por 10 minutos e 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. 
Os valores da expressão gênica relativa foram obtidos através de análise dos 
resultados no programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems, Forster City, 
CA, EUA). 
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 3.6 Análise estatística 
 
A análise estatística para a verificação da diferença na expressão dos genes 
candidatos entre grupos controle e experimental em cada período de estímulo foi 
realizada pelo teste não-paramétrico Mann-Whitney. O perfil temporal entre os períodos 
de análise foi realizada pelo teste ANOVA, duas vias. As diferenças foram consideradas 
significativas quando obtido um p  ≤  0,05. As análises estatísticas e a confecção dos 
gráficos foram realizados utilizado o programa GraphPad Prism® (Versão 7.03). 
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4. RESULTADOS  
 
4.1 Comportamento  
 
O experimento foi realizado sempre de forma pareada (controle e teste). A 
análise comportamental foi realizada por meio de observação visual, relacionando o 
comportamento observado ao modelo de padrão comportamental durante crise 
epiléptica, como estabelecido por Mussulini et al. (ver tabela 1). Também foi anotado o 
tempo em que o animal levou para apresentar a alteração no comportamento, a qual é 
observada pela atividade do nado. Caracterizamos como crise epiléptica completa 
quando o animal atinge a fase 5 (movimentos tônico-clônicos com posterior perda de 
postura). A perda de postura no zebrafish pode ser observada quando o animal cai ao 
fundo do aquário, perdendo a postura de nado e o controle sobre seus movimentos.   
Durante todo o experimento, os animais, em sua maioria apresentaram apenas 
uma agitação, como caracterizado na fase 1 e, eventualmente, alguns na fase 2.  
Porém, é importante pontuar que durante o período de tratamento, especificamente no 
7o dia, dois animais atingiram a fase 5, após os dois minutos de exposição e durante a 
retirada do agente PTZ e passagem para o Becker com água de aquário. Outros dois 
animais apresentaram a fase 5 no 17o dia do experimento: um atingiu a fase 5 após os 
dois minutos de exposição, e outro atingiu a fase cinco aos 117’’, ou seja, durante a 
exposição. Como não houve individualização dos animais, não foi possível identificar 
quais foram os animais que apresentaram este comportamento, ou se os eventos 
ocorreram com os mesmos animais. Como esperado, o grupo controle não apresentou 
nenhuma alteração de comportamento. A Figura 6 exemplifica o comportamento nos 
mesmos tempos selecionados para análise molecular. Figura 7 mostra os animais que 
apresentaram crise epiléptica com perda de postura.  
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Figura 6 - Representação do tempo (em segundos) em que os animais do grupo teste 
expostos a dose subconvulsivante de Pentilenotetrazol (PTZ) 7,5mM, levaram para 
alcançar uma das fases de crise epiléptica, descritas em Mussulini et al, 2013. 
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Analisando a evolução do experimento é possível observar que os animais 
apresentaram um padrão comportamental que se mostrou semelhante entre todos, 
sofrendo poucas alterações no decorrer do experimento. Podemos notar que a maioria 
dos animais ficam entre a fase 1 e 2, apresentando diferença apenas no tempo em que 
levam para apresentar tais comportamentos. No segundo dia de experimento, um 
animal do grupo controle foi encontrado morto no aquário. 
Figura 7 - Representação dos animais que alcançaram a fase 5 (movimentos 
tônico-clônicos com posterior perda de postura) segundo Mussulini et al, 2013  
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4.2 Expressão gênica 
 
Houve aumento significativo dos níveis de RNA mensageiro do gene cfos no 
grupo PTZ 7,5mM em comparação ao GC no 5o dia de experimento. Este aumento 
voltou a ocorrer aos 60 dias de exposição (ver figura 8). Para a observação do padrão 
de expressão no decorrer da exposição foi realizado um teste paramétrico ANOVA com 
Bonferroni como teste post-hoc. Por meio desta análise foi possível observar que o 
gene estava hiperexpresso logo no ínicio da estimulação subconvulsivante, no dia 5, 
sendo significativamente menos expresso no 15º  dia, voltando a aumentar 
gradativamente nos dias 30 e 60 de exposição (ver figura 9). O RNAm klrn mostrou-se 
menos expresso que o grupo controle no 15º  dia de experimento (ver figura 13). A 
quantificação relativa para os genes cox2, il1β e fosb não apresentou diferença 
estatistica significante. 
 A média ± erro padrão da média (n=5) obtidos para cada gene estão dispostos 
nas tabelas abaixo:  
cfos Média ± SEM  - GC Média ± SEM - PTZ Significância (p≤0,05) 
Dia 5 1,01 ± 0,07 3,20 ± 0,79 p= 0,0040 
Dia15 1,37 ± 0,61 0,74 ± 0,13 p=0,3452 
Dia 30 1,07 ± 0,22  0,88 ± 0,09 p= 0,5000 
Dia 60 1,02 ± 0,10 1,9 ± 0,25 p=0,0079 
 
cox2 Média ± SEM  - GC Média ± SEM - PTZ Significância (p≤0,05) 
Dia 5 1,12 ± 0,24 1,60 ± 0,32 p=0,1111 
Dia15 1,01 ± 0,07 0,76 ± 0,15 p=0,2103 
Dia 30 1,00 ± 0,04 1,12 ± 0,10 p=0,2103 
Dia 60 1,05 ± 0,18 0,79 ± 0,07 p=0,1111 
Tabela 2 - Quantificação relativa do mRNA do gene cfos – Grupos Controle e PTZ 7,5mM, nos dias: 5, 15, 
30 e 60. 
Tabela 3: Quantificação relativa do mRNA do gene cox2 – Grupos Controle e PTZ 7,5mM, nos dias: 5, 15, 
30 e 60. 
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fosb Média ± SEM  - GC Média ± SEM- PTZ Significância (p≤0,05) 
Dia 5 1,02 ± 0,11 1,14 ± 0,24 p= 0,5000 
Dia15 0,74 ± 0,10 0,58 ± 0,09 p= 0,1548 
Dia 30 1,06 ± 0,21 0,71 ± 0,09 p=0,1111 
Dia 60 1,03 ± 0,13 1,09 ± 0,29 p=0,4206 
 
 
il1b Média ± SEM  - GC Média ± SEM - PTZ Significância (p≤0,05) 
Dia 5 1,02 ± 0,11 1,14 ± 0,24 p= 0,5000 
Dia15 0,74 ± 0,10 0,58 ± 0,09 p= 0,1548 
Dia 30 1,06 ± 0,21 0,71 ± 0,09 p=0,1111 
Dia 60 1,03 ± 0,13 1,09 ± 0,29  p=0,4206 
 
 
kalirin Média ± SEM  - GC Média ± SEM - PTZ Significância (p≤0,05) 
Dia 5 1,01  ±0,07 0,89 ± 0,07 p=0,2103 
Dia15 1,38 ± 0,37 0,81 ± 0,07 p=0,0159 
Dia 30 1,00 ± 0,06 0,86 ± 0,13 p=0,3452 
Dia 60 0,69 ± 0,24 1,23 ± 0,07 p=0,1111 
 
 
Tabela 4: Quantificação relativa do mRNA do gene fosb – Grupos Controle e PTZ 7,5mM, nos dias: 5, 15, 
30 e 60. 
Tabela 5: Quantificação relativa do mRNA do gene il1b – Grupos Controle e PTZ 7,5mM, nos dias: 5, 15, 
30 e 60. 
Tabela 6: Quantificação relativa do mRNA do gene kalirin – Grupos Controle e PTZ 7,5mM, nos dias: 5, 15, 
30 e 60. 
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Figura 8: Gráficos representando a quantificação relativa de RNA mensageiro do gene cfos, 
comparando grupo controle (GC) e teste (PTZ 7,5mM). (A) dia 5 (B) dia 15 (C) dia 30 (D) dia 
60. As barras representam o erro padrão da média (p ≤ 0,05). ** p  ≤ 0,01 e *p ≤0,05 
 
A B C D
G
C
 5
 d
ia
s
P
T
Z
 7
.5
M
m
 5
 d
ia
s
0
1
2
3
4
5
c fo s
R
e
la
t
iv
e
 m
R
N
A
 e
x
p
r
e
s
s
io
n
* *
G
C
 1
5
 d
ia
s
P
T
Z
 7
,5
m
M
 1
5
 d
ia
s
 
0
1
2
3
4
5
c fo s
R
e
la
t
iv
e
 m
R
N
A
 e
x
p
r
e
s
s
io
n
G
C
 3
0
 d
ia
s
P
T
Z
  
7
,5
m
M
 3
0
 d
ia
s
0
1
2
3
4
5
c fo s
R
e
la
t
iv
e
 m
R
N
A
 e
x
p
r
e
s
s
io
n
G
C
 6
0
 d
ia
s
P
T
Z
 7
,5
M
m
 6
0
 d
ia
s
0
1
2
3
4
5
c fo s
R
e
la
t
iv
e
 m
R
N
A
 e
x
p
r
e
s
s
io
n
*
Figura 9: Análise temporal do transcrito do gene cfos entre os grupos 05, 15, 30 e 60 dias. 
CNT 05 x PTZ 05 p= 0,0097; PTZ 05 X PTZ 15 p= 0,0025  PTZ 05 X PTZ 30 p= 0,0053.  
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Figura 10: Gráficos representando a quantificação relativa de RNA mensageiro do gene cox2, 
comparando grupo controle (GC) e teste (PTZ 7,5mM). (A) dia 5 (B) dia 15 (C) dia 30 (D) dia 
60. As barras representam o erro padrão da média (p < 0,05) 
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Figura 11: Gráficos representando a quantificação relativa de RNA mensageiro do gene fosb, 
comparando grupo controle (GC) e teste (PTZ 7,5mM). (A) dia 5 (B) dia 15 (C) dia 30 (D) dia 
60. As barras representam o erro padrão da média (p  ≤ 0,05) 
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Figura 12: Gráficos representando a quantificação relativa de RNA mensageiro do gene il1β, 
comparando grupo controle (GC) e teste (PTZ 7,5mM). (A) dia 5 (B) dia 15 (C) dia 30 (D) dia 
60. As barras representam o erro padrão da média (p  ≤  0,05) 
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Figura 13: Gráficos representando a quantificação relativa de RNA mensageiro do gene 
kalirin, comparando grupo controle (GC) e teste (PTZ 7,5mM). (A) dia 5 (B) dia 15 (C) dia 30 
(D) dia 60. As barras representam o erro padrão da média (p  ≤  0,05). *p ≤0,05 
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5. DISCUSSÃO 
 
Como já apresentado, a epileptogênese é o mecanismo de maior relevância no  
estudo das epilepsias, por ser um processo capaz de tornar um cérebro saudável em 
susceptível a crises epilépticas espontâneas (Pitkanen et al., 2015). Esse é um 
mecanismo complexo, que envolve alterações moleculares e celulares, portanto, a 
investigação de biomarcadores da epileptogênese em modelos animais tem sido um 
método muito utilizado na comunidade científica (Pitkanen & Lakasiuk, 2011).  Por este 
motivo, para esse estudo, foram escolhidos genes que têm sua expressão alterada na 
epilepsia. O gene CFOS é um proto-oncogene da família Fos. Desde que foi descoberto 
seu papel na atividade dos circuitos neuronais no sistema nervoso central durante 
crises epilépticas (Morgan et al., 1987) é o mais utilizado biomarcador de atividade 
neuronal, pois é expresso em níveis basais no cérebro em condições normais, e 
hiperexpresso em resposta a estímulos, como a crise epiléptica (Herrera & Robertson, 
1996). É um imediate early gene – IEG: gene que apresenta aumento de expressão 
imediatamente após exposição ao estímulo, sendo este efeito passageiro, voltando aos 
níveis basais rapidamente (Kiessling & Gass, 1993). Seu papel nas epilepsias já é bem 
estabelecido, inclusive no modelo zebrafish, o qual já foi demonstrado que tem um 
aumento da expressão do mRNA c-fos após indução de crise epiléptica por PTZ 
(Baraban et al., 2005; Barbalho et al., 2016). Portanto, acompanhar o padrão de 
expressão desse gene no cérebro do zebrafish, pode indicar se está havendo maior 
recrutamento de neurônios pelo tratamento com o PTZ. Nossos resultados mostraram 
que há um aumento significativo em relação ao grupo controle no início do tratamento e 
no final (figuras 9 e 10). Interessante notar que houve uma diminuição no 15º dia de 
tratamento em relação ao grupo controle, que embora não tenha significância 
estatística, chama a atenção. O fato de haver um aumento que chega a ser significante 
no 60º dia de tratamento pode indicar que o cérebro do zebrafish volta a ter uma maior 
responsividade ao tratamento. No entanto, somente a continuidade do tratamento 
poderia confirmar essa hipótese.  
O gene FOSB  é também um proto-oncogene da família Fos, porém apresenta um 
padrão de expressão diferente do CFOS: sua expressão é mais lenta em resposta a um 
estímulo contínuo, sendo que a mesma pode perdurar por um período maior (Hope et 
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al., 1994). Devido a esta característica, o fosb pode indicar modificações por estímulos 
de efeito crônico, como tratamento com fármacos antidepressivos, administração 
contínua de drogas de abuso e indução de crises epilépticas crônicas, pois o aumento 
da transcrição de suas proteínas indica uma modificação e plasticidade do cérebro em 
resposta ao stress (Nestler et al., 1999; Madsen et al., 2010). 
A Interleucina-1 beta (IL-1β ) e COX2 são importantes mediadores do processo 
inflamatório. A IL-1β é uma citocina pró-inflamatória, enquanto a COX2 é uma enzima 
que catalisa ácido aracdônico em prostaglandinas, importante sinalizadores no 
processo inflamatório (Kauffman et al., 2008). Seus genes codificantes – COX2 E IL1β 
são importantes biomarcadores de inflamação, e muitos estudos sugerem que podem 
exercer um importante papel na epileptogênese, além de serem superexpressos após a 
indução de crises epilépticas (Rojas et al., 2014; Barbalho et al., 2016). Um interessante 
indício dessa função é de que o tratamento com indometacina, fármaco de ação anti-
inflamatória, diminui a expressão do RNA mensageiro da cox2 e il1β em zebrafish 
exposto a crise epiléptica por PTZ (Barbalho et al., 2016). Em nossos resultados, não 
houve alteração na expressão dos genes cox2 e il1β em nenhum dos períodos 
analisados. Isto pode ser um indício de que  o tratamento aplicado não foi capaz de 
gerar processo inflamatório.  
O KALIRIN é um gene codificador de proteínas da família Rho GEF 
quinase (guanine nucleotide exchange fator - GEF) ou seja, tem como função 
catalizar GTP (guanina trifosfato) em GDP (guanina difosfato), ativando uma cascata de 
reações que regulam diversos processos celulares, sendo os principais, a remodelação 
do citoesqueleto de actina, inferindo em um rearranjo de estruturas dendríticas, e 
exercendo um importante papel na manutenção de sinapses (Ma et al., 2003). 
Apresenta um complexo padrão de expressão durante o desenvolvimento cerebral 
(McPherson et al., 2004) e está presente em abundância no hipocampo - área do 
cérebro relacionada a memória - onde exerce um papel fundamental na função das 
sinapses excitatórias, ao participar do processo de potenciação de longa duração – LTP 
(Long Term-Potentiation), processo envolvido na plasticidade sináptica (Herring, 2016). 
O Kalirin é um gene que possui splicing alternativos, portanto é expresso em diversas 
isoformas, exercendo diferentes papéis (Mandela & Ma, 2012). Por ser um gene 
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multifuncional, alterações genéticas que levam a sua disfunção estão relacionadas a 
diversos tipos de doenças, tais como doença de Huntington (Puigdellívol et al., 2015), 
doença arterial coronariana (Wang et al., 2007), e doenças neuropsiquiátricas como 
Alzheimer e Esquizofrenia (Remmers & Sweet, 2014). Muitos estudos o associam a 
plasticidade neuronal, visto que, quando hiperexpresso, pode ser observado um 
aumento de densidade e ramificação dendrítica (Penzes & Remmers, 2008). De modo 
contrário, observa-se que ratos knockout para a isoforma Kalirin-7 (isoforma mais 
abundante do kalirin no cérebro) apresentaram cerca de 15% de redução da densidade 
dendrítica e déficit no LTP (Mandela & Ma, 2012; Ma et al., 2008; Yan et al., 2015). 
Apesar de não ser comumente associado ao estudo das epilepsias, já foi relatado 
aumento relevante da expressão do Kalirin na região do hipocampo em modelo animal 
(rato) de Epilepsia do Lobo Temporal Mesial, em resposta a indução de crise epiléptica 
por ácido caínico (Sharma et al., 2009). Devido ao seu importante papel na manutenção 
sináptica e arborização dendrítica, sendo um marcador de plasticidade neuronal e, por 
ser pouco explorado o seu possível impacto na fisiopatologia das epilepsias foi um dos 
genes candidatos nesta investigação molecular. Nossos resultados evidenciam que o 
gene kalirin diminuiu significantemente no 15º dia de tratamento. O exato significado 
desse achado ainda merece maiores investigações, mas esse resultado acompanha a 
diminuição que ocorre no gene c-fos nessa mesma data (Figura 9) e poderia ser uma 
tentativa de proteção ao estímulo químico, mesmo em dose subconvulsivante. No 
entanto, o transcrito permanece sem alteração, quando o gene c-fos volta a aumentar 
depois de 60 dias (Figura 9). 
Nossos resultados indicam que, a princípio, por este protocolo de kindling 
químico com PTZ, o zebrafish não se torna cronicamente epiléptico. No entanto, 
durante esse período de tratamento houve alterações moleculares, indicando que o 
cérebro começou a demonstrar uma resposta aos estímulos, em especial quando 
comparamos a atividade neuronal por meio da análise do gene c-fos no 60º dia (Figura 
9). Em relação à plasticidade, houve uma diferença significante aos 15 dias de 
tratamento, para o gene kalirin. Essa alteração foi pontual para essa data, o que pode 
ser indicativo de uma menor resposta ao tratamento nesse período, no entanto seriam 
necessários outros estudos para confirmar essa observação e investigar as razões. 
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Apesar dos outros genes não apresentarem diferença significativa nessa data de 15 
dias, todos apresentaram uma tendência de diminuição nesse período (figuras 9, 11 , 
12, 13 e 14).  
É importante investigar a capacidade do zebrafish em se mostrar cronicamente 
epiléptico, pois há diversos estudos demonstrando que o zebrafish é capaz de 
mimetizar crises epilépticas provovadas, porém não há estudos relatando sua 
capacidade em ficar cronicamente epiléptico.  
Nosso protocolo teve um período de estimulação subconvulsivante de 60 dias, 
no entanto, não se sabe quais alterações moleculares ou comportamentais poderiam 
ocorrer após esse período, ou até mesmo, se a continuidade do tratamento levaria o 
zebrafish a desenvolver epilepsia, ou seja, desenvolver a capacidade de apresentar 
crises epilépticas espontâneas.  
É interessante ressaltar que, diferente do SNC de mamíferos, que possui limitada 
neurogênese, o SNC do zebrafish possui uma grande capacidade de neuroregeneração 
e neurogênese, mesmo na fase adulta (Duy et al., 2017; Ghosh & Hui, 2016). Como 
apresentado anteriormente, o zebrafish possui uma grande quantidade de células 
progenitoras no cérebro adulto (Raj et al., 2018). Entre elas, a glia radial se destaca por 
ser, aparentemente, a maior fonte de progenitores neurais, sendo relacionada a 
neurogenese/neuroregeneração e a possível chave da resistência a lesões no cérebro 
do zebrafish (Ghosh & Hui, 2016). As células gliais radiais são progenitoras neurais 
presentes tanto no cérebro de mamíferos como do zebraifsh, durante o 
desenvolvimento. Em mamíferos, após o período neonatal estas células se diferenciam 
em células ependimárias e astrócitos. Os astrócitos agem na resposta a lesões no SNC, 
sofrendo mudanças morfológicas, tornando-se densos e hipertróficos, e formando as 
chamadas cicatrizes gliais, que são uma forma de proteção aos neurônios ilesos, porém 
impedem a regeneração e formação de novos neurônios (Cregg et al., 2014). O 
zebrafish não possui astrócitos, porém há indícios de que algumas células gliais radiais 
exercem este papel, devido ao seu perfil transcricional, expressando genes como:  
gfap, fabp7a e s100b (Raj et al., 2018). A glia radial no zebrafish funciona como células 
troncos neurais que podem se diferenciar e dar origem a diversos tipos de neurônios, 
mesmo na fase adulta (Lyons & Talbot, 2014). Isso confere uma maior resistência ao 
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peixe, fazendo com que ele não forme as cicatrizes gliais como observado no cérebro 
mamífero. No entanto, investigações histológicas em zebrafish adulto após exposição a 
PTZ demonstraram que, mesmo com a característica de não formar cicatriz glial, o 
zebrafish apresenta gliose reativa, expressando a proteína GFAP em áreas do cérebro 
como a zona ventricular, sendo possível observar também a proliferação de novos 
neurônios (Duy, 2017). Isto demonstra que, assim como mamíferos, o zebrafish 
apresenta a mesma sinergia de reações neurológicas, porem sua capacidade 
regenerativa, neurogênica e de plasticidade neuronal é muito superior (Duy, 2017). 
Estas características podem indicar uma resistência do zebrafish em ficar cronicamente 
epiléptico. Sua capacidade regenerativa desperta o interesse da comunidade cientifica, 
pois diversos estudos investigaram genes possivelmente envolvidos na neurogênese e 
neuroregeneração e quais suas funções/impacto no zebrafish (Kizil, 2013 et al.; Kizil et 
al., 2012). Além disso, especula-se possíveis estratégias de terapias futuras em 
vertebrados mais complexos (Ghosh & Hui, 2016). 
O grupo de pesquisa do Laboratório Zebrafish já realiza estudos que se baseiam 
na proposta deste trabalho: induzir o zebrafish a estímulos subconvulsivantes, nas 
fases de desenvolvimento e senilidade, afim de comparar as reações comportamentais, 
elétricas e moleculares nos diferentes estágios de vida, e assim buscar mais respostas 
para melhor compreender a resistência deste animal. 
Devido às vantagens do modelo zebrafish é importante que se investigue sua 
capacidade como modelo crônico de epilepsia, com protocolos diferentes, assim como 
ocorre em modelos de roedores, que utilizam diferentes agentes indutores químicos e 
até mesmo elétricos (Gorter et al., 2015; Swartz, 2014). Protocolos que possam levar o 
cérebro desse pequeno peixe a se tornar cronicamente epiléptico podem agregar novas 
oportunidades de estudos e conhecimentos, visto as vantagens que o zebrafish oferece 
para investigações de imagem, genéticas e de screening de drogas.  
Por outro lado, e mais importante, caso o zebrafish não se torne cronicamente 
epiléptico por conta de sua capacidade regenerativa, torna-se um modelo instigante 
para estudo das epilepsias e pode contribuir para a descoberta de novos caminhos para 
o tratamento das epilepsias em humanos. 
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6. CONCLUSÕES 
 
• O protocolo de exposição à dose de 7,5mM de PTZ não alterou o 
comportamento do zebrafish relacionado com crises epilépticas. 
 
• O tratamento modificou a expressão do gene cfos nos períodos de 5 dias e 60 
dias, indicando que o cérebro pode estar se modificando após 60 dias. Já o  
gene kalirin foi hipoexpresso no período de 15 dias. 
 
• O zebrafish não apresentou crises espontâneas com o tratamento aplicado. 
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8. ANEXO 
